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Validación y aplicación de la prueba ELISA para
medir cortisol fecal en jaguar (Panthera onca) y
puma (Puma concolor) durante un programa de
enriquecimiento ambiental en el Zoológico Jaime
Duque1
Catalina Rodríguez Álvarez* / Leonardo Arias Bernal**

5(680(1
El enriquecimiento ambiental busca aumentar
el bienestar de los animales cautivos mediante
la provisión de estímulos que motiven la
realización de comportamientos típicos de la
especie. A las poblaciones de jaguares (Panthera
onca) y pumas (Puma concolor) presentes en el
Zoológico Jaime Duque se les aplicó un programa
de enriquecimiento ambiental y con el fin de
probar si su bienestar aumentaba, se realizaron
mediciones de cortisol en materia fecal mediante
la prueba de ELISA, para lo cual hubo necesidad
de validar la técnica para cada especie. La
prueba utilizada resultó ser válida para ambas
especies; sin embargo, los niveles de cortisol se
ven influenciados por múltiples variables y no
se hizo evidente la reducción de los niveles del
mismo con el enriquecimiento ambiental.
Palabras clave: cortisol, estrés, jaguar (Panthera
onca), puma (Puma concolor).
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The aim of the environmental enrichment is to
increase the captive animal welfare, by providing
them with stimulus that motivate the fulfilment
in the specie natural behaviour. An environmental
enrichment program was tested on the jaguar´s
(Panthera onca) and cougar´s (Puma concolor)
population at the Zoológico Jaime Duque, the
objective was to confirm if the welfare really
increased, Faecal cortisol was monitored by ELISA
test, for this, validating the technique for each
specie was needed. The carried out test turned
out to be valid for both species; however, the
cortisol levels are influenced by many multiples
variables, and it was not evident the reduction of
the levels with environmental enrichment.
Key words: Cortisol, Stress, Jaguar (Panthera
onca), Cougar (Puma concolor).
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Entre las responsabilidades de los zoológicos está
el apoyar la conservación de las especies a su cargo, y como tal, es indispensable que se ocupen de
su bienestar. Entre los factores que afectan a los
animales en cautiverio, el estrés es uno de los más
importantes, puesto que interfiere en el desarrollo
de comportamientos naturales tan importantes
como la reproducción (Smith, 2004).
Las variaciones de la homeóstasis provocan una
serie de respuestas endocrinas y neuronales conocidas como estrés (Turner et al., 2002; Abbott
et al., 2003). Éste es un fenómeno adaptativo de
protección y por lo general actúa para conservar la
vida en situaciones de amenaza (Klein, 1998).
Un estresor puede ser definido como cualquier disruptor de la homeóstasis, entre los que se encuentran factores ambientales como las temperaturas
extremas o factores fisiológicos como la escasez
de agua y/o alimento y factores sicosociales como
peleas, subordinación social o carencia de control
sobre una situación dada (Nelson, 2000).
En 1915, Walter Cannon propuso la «teoría de
emergencia» de las glándulas adrenales, la cual
sugiere que la secreción de epinefrina en la médula adrenal se incrementa luego de la exposición
a un estresor. Este componente inmediato de la
respuesta al estrés se llama pelea o huida, debido
a que los cambios fisiológicos que se producen en
cuanto al tono cardiovascular, tasa respiratoria y
flujo sanguíneo dirigido a los músculos, pueden
soportar cualquiera de las dos respuestas comportamentales. Luego de unos minutos, la corteza
adrenal secreta glucocorticoides (corticosterona en
la mayoría de los roedores, aves y reptiles; cortisol
en primates y carnívoros) (Nelson, 2000).

La respuesta al estrés tiene varios efectos adaptativos: incrementa la disponibilidad inmediata
de energía, incrementa la utilización de oxígeno,
reduce el flujo sanguíneo en partes no necesarias
para el movimiento, inhibe la digestión, el crecimiento, la función inmune, la reproducción y la
percepción del dolor. Sin embargo, las características patológicas del estrés crónico incluyen fatiga,
miopatía, hipertensión, úlceras gástricas, enanismo
sicosocial, impotencia y anovulación, entre otras
(Nelson, 2000).
Recientemente, el aumento en la disponibilidad
de los radioinmunoensayos (RIA) y los inmunoensayos ligados a enzimas (ELISA) ha facilitado que
se cuantifique el estrés mediante la medición de
la concentración de glucocorticoides en la sangre.
Las ventajas de este método son: la precisión, la
medición de la cantidad de hormonas independientemente de las fluctuaciones temporales y las
mediciones seriadas sobre el mismo individuo. Sin
embargo, el solo hecho de obtener una muestra
de sangre incrementa el estrés del animal, razón
por la cual se desarrolló la técnica de medición de
glucocorticoides en productos de excreción (orina
y heces) (Harper y Austad, 2000).
Se ha probado que las hormonas esteroideas fecales
son muy útiles para monitorear la fisiología reproductiva y del estrés, puesto que las heces contienen
grandes cantidades de dichas hormonas, tales como
estrógenos, progestinas, corticosterona, cortisol y
mineralocorticoides. Estas hormonas son estables,
a pesar de que en el intestino son metabolizadas
por la flora y enzimas intestinales (Wasser et al.,
2002).
Los metabolitos fecales presentan fuertes diferencias especie-específicas, por lo cual es necesario
validar la prueba para cada nueva especie con la que
se va a trabajar (Dehnhard et al., 2001; Wasser et

54 / Catalina Rodríguez Álvarez / Leonardo Arias Bernal



Revista de Medicina Veterinaria No 10 / Julio - diciembre 2005

al., 2002). El objetivo del presente trabajo es validar la técnica de ELISA para medir la concentración
de cortisol presente en la materia fecal del jaguar
F,*8r$-$g8$5 P21&$ ,'e17,),&$'2&21e/
120%5e'eM$1&+$6F272g5$)·$C$5/26B5,fe=

(Panthera onca) y el puma (Puma concolor) y así
disponer de una manera objetiva de monitoreo del
estrés en estos animales (Figuras 1 y 2).
El enriquecimiento ambiental es un principio de
&21e/120%5e'eY$148,F272g5$)·$R,&+$5'

:$g1e5

F,*8r$P80$ P&21&2/25 ,'e17,),&$'2

cuidado animal por medio del cual se pretende
mejorar la calidad del ambiente en cautiverio
mediante la identificación y provisión de estímulos
ambientales que son necesarios para el bienestar
fisiológico y sicológico. Esto incluye una gran variedad de técnicas innovadoras e ingeniosas, objetos y
prácticas cuyo objetivo es mantener a los animales
en cautiverio ocupados (Figuras 4 y 5), incrementando el rango y diversidad de las oportunidades
comportamentales y proveyendo ambientes más
estimulantes (Shepherdson, 1998).
Este trabajo se desarrolló simultáneamente con un
estudio comportamental que buscaba identificar

las diferencias relacionadas con la actividad de
los animales antes y durante el enriquecimiento
ambiental. Teniendo en cuenta que uno de los objetivos de esta técnica es la reducción del estrés,
se analizaron las muestras de materia fecal tomadas durante el mismo periodo de tiempo, una vez
validada la técnica de medición de cortisol fecal
por ELISA para cada especie.

Me72'2/2g·$
Este estudio se llevó a cabo en el Zoológico Jaime
Duque, ubicado en la Sabana de Bogotá, durante
9 meses de muestreo no continuo. En la Tabla 1
se presentan los individuos estudiados, los cuales
fueron divididos en grupos.
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T$%/$De6&5,3&,»1'e/26,1',9,'826e678',$'26L26g58326<e67´1&21)250$'26325j$g8$5e6
0,e175$648e/26g58326<621'e380$6

Especie

Individuo

Grupo

Sexo

Edad

Procedencia

Panthera onca

Manchas

1

Macho

12 años

Vida silvestre

Buffy

2

Hembra

7 años

Cautiverio

Orión		

Macho

1 años

Cautiverio

Martín

Macho

16 años

Vida silvestre

Maye		

Hembra

13 años

Vida silvestre

Yanqui

4

Macho

3 años

Vida silvestre

Tyson		

Macho

3 años

Vida silvestre

Puma concolor

3

Cada grupo sale a la zona de exhibición día de por
medio, mientras el otro grupo permanece en el
cubil. Diariamente se hace limpieza en los encierros, por lo que este momento se aprovechó para
recoger las muestras de materia fecal, cada una
de las cuales se marcó con el nombre del grupo
al cual pertenecía y la fecha de recolección. Las
muestras se mantuvieron refrigeradas a -20º C
hasta el momento de su análisis. No todos los días
se podían recoger muestras puesto que no siempre
se encontraban heces en los encierros, por lo tanto
se decidió hacer un muestreo aleatorio.
Para extraer los esteroides de las materia fecal,
se adaptó el protocolo utilizado en Morais et al.
(1996); Terio et al., 1999 y Wielebnowski et al.
(2002).



2

Descongelar las muestras.
0.5 gr de materia fecal se disuelve en etanol
acuoso (90%) y se calienta en un baño María
durante 20 minutos.














Centrifugar a 1200 gravedades (g) durante 15
minutos.
Recuperar el sobrenadante.
Resuspender el pellet en 5 ml de etanol acuoso
(90%).
Mezclar utilizando vortex por 1 minuto.
Centrifugar a 1200 g durante 15 minutos.
Recuperar el sobrenadante.
Combinar ambos sobrenadantes y dejarlos secar
completamente.
Redisolver en 1 ml de metanol.
Diluir 1:10 en una solución buffer fosfato
(0.01MPO4; 0.14M NaCl; 0.01% NaN3; 0.5%BSA;
pH 7)

La cantidad de cortisol presente en esta extracción
se cuantificó mediante la técnica ELISA. En el presente estudio se utilizó un kit para la determinación
cuantitativa de cortisol en suero y plasma humano
(Cortisol ELISA Cat.-No.:RE 520 61)2.
Para estandarizar la prueba en ambas especies,
se escogió la extracción (una por especie) que es-

IBL Immuno-Biological Laboratories, Hamburgo.
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tuviera más oscura, asumiendo que era allí donde
había una mayor concentración de esteroides, y
se diluyó en concentraciones de 1:10; 1:20; 1:40;
1:80; 1:160; 1:320 (en los jaguares se realizó dos
diluciones adicionales de 1:640 y 1:1280). Luego
de medir la absorbancia a 450nm se graficaron los
resultados en papel semi-logarítmico, donde las
abscisas corresponden a la concentración de la
muestra y las ordenadas a la densidad óptica.

F,*8r$-$g8$5,17e5$&78$1'2&2181$3$/e7$'e
3e6&$'2'85$17ee/352g5$0$'ee15,48e&,0,e172
$0%,e17$/F272g5$)·$C$7$/,1$R2'5·g8e=

Á/9$5e=

El kit incluye soluciones control de diferentes diluciones (1; 20; 50; 100; 200; 400; 800) que al analizarlas y luego graficarlas dan como resultado una
curva (Figura 3). Para determinar que el ensayo es
válido para las muestras tratadas, la curva obtenida
debe tener la misma forma que la del control.
F,*8r$C859$7·3,&$'e&$/,%5$&,»12%7e1,'$

F,*8r$L$&$51ee132/e$6,08/$e/e6&$3e'e

$/$1$/,=$5/$662/8&,21e6&21752/48e9,e1e1e1

/$35e6$+$&,e1'248ee/380$e1)5e17ee/'e6$)·2

e/k,7'e(LISA

(;75$·'2'e/0$18$/C257,62/

(LISAR(IBL 

3$5$&216eg8,5/$F272g5$)·$Le21$5'2A5,$6

Be51$/

Este estudio se realizó simultáneamente con la
aplicación de un programa de enriquecimiento
ambiental en ambas especies, por lo que se recogieron muestras de materia fecal antes y después
de la aplicación del mismo, con el fin de observar
los cambios que se pudieran presentar en cuanto a
la concentración de cortisol, y por lo tanto medir el
estrés, una vez al animal se le ofrecieran diferentes
enriquecedores (Figuras 4 y 5).
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Con la curva de validación, se procede a ubicar
sobre ésta los puntos de las otras muestras para
obtener la concentración de cortisol en cada una
de ellas. Al tener la densidad óptica, se ubica este
valor sobre la curva y se traza una línea perpendicular al eje de las abscisas y el punto donde esta
línea y el eje se crucen, corresponde al valor de la
concentración de cortisol.

Re68/7$'26<',6&86,»1
En las Tablas 2 y 3 se presentan los valores de absorbancia obtenidos en una serie de diluciones de
una misma extracción de glucocorticoides de pumas
y jaguares, respectivamente. Dichos valores se graficaron para obtener la curva de estandarización.

T$%/$A%625%$1&,$'e/$',/8&,»168&e6,9$'e
81$e;75$&&,»1'e0$7e5,$)e&$/'e380$A3$57,5
'ee67265e68/7$'266e5e$/,=»/$9$/,'$&,»1'e/$
358e%$'e(LISA3$5$e67$e63e&,e

Dilución
1:10
1:20
1:40
1:80
1:160
1:320

Absorbancia
0.5645
0.7125
0.8395
1.2815
1.5340
1.5245

T$%/$A%625%$1&,$'e/$',/8&,»168&e6,9$
'e81$e;75$&&,»1'e0$7e5,$)e&$/'ej$g8$5A
3$57,5'ee67265e68/7$'266e5e$/,=»/$9$/,'$&,»1
'e/$358e%$'e(LISA3$5$e67$e63e&,e

Dilución

Absorbancia

1:10

1.1710

1:20

1.1805

1:40

1.2735

1:80

1.2970

1:160

1.3460

1:320

1.3990

1:640

1.4395

1:1280

1.5345

Para comparar la curva control, y las obtenidas con
la dilución de las muestras, se debe tener en cuenta
que en la primera, sobre el eje de las abscisas, la
concentración de cortisol en las muestras, aumenta
hacia la derecha; mientras que en las curvas obtenidas sucede lo contrario. Esto implica que se debe
analizar la forma de la gráfica como si estuviera
reflejada en un espejo.
La curva obtenida a partir de la dilución de una de
las extracciones de glucocorticoides de los pumas
(Figura 6), no deja muy claro si la prueba es válida
o no para la especie. La forma es similar a la curva
control mostrada en la Figura 3; sin embargo esta
última no presenta la meseta que se observa en el
caso de los pumas. Esto puede indicar que cuando la concentración de cortisol en la muestra es
muy baja (la dilución es mayor) la prueba pierde
sensibilidad.
Con base en los resultados anteriores, no se puede
afirmar que la prueba sea válida para la especie
Puma concolor, sería recomendable validar otro
ensayo que utilice un anticuerpo diferente al que se
utilizó para este estudio. Sin embargo, en este caso
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se decidió analizar las muestras recogidas puesto
que las absorbancias obtenidas fueron muy bajas,
lo que indica que la concentración de cortisol es
muy alta (Tabla 4).

La curva de los jaguares (Figura 7) es mucho más
parecida a la del control (Figura 3), por lo que se
consideró que la prueba era válida para la especie
Panthera onca.

F,*8r$C859$2%7e1,'$$3$57,5'e/$',/8&,»1

F,*8r$C859$2%7e1,'$$3$57,5'e/$',/8&,»1

'e81$'e/$608e675$6'e0$7e5,$)e&$/'e/26

'e81$'e/$608e675$6'e0$7e5,$)e&$/'e/26

380$6

j$g8$5e6

En la Tabla 4 aparecen los valores de absorbancia

de las muestras de materia fecal tomadas en ambas
especies antes y durante el programa de enriquecimiento ambiental. A partir de estos datos se obtuvo la concentración de cortisol en cada muestra,
dada en ng/ml. En los pumas, donde no aparece
la concentración de cortisol indica que el valor de
la absorbancia fue muy bajo y por lo tanto no se
pudo ubicar sobre la gráfica.
El número de muestras colectadas antes de iniciar
el plan de enriquecimiento ambiental fue muy
bajo, en comparación a las tomadas durante la
realización del mismo; lo cual impide un análisis
estadístico de los resultados.

un estudio comportamental llevado a cabo conjuntamente se evidenció que Manchas era el individuo
que presentaba con mayor frecuencia estereotipias
(comportamientos asociados a estrés), en relación a
los otros jaguares. Es posible que esto haya influido
en los resultados obtenidos. Es importante tener en
cuenta también que hubo un periodo en que Buffy
estuvo en celo, lo cual pudo interferir en la producción de cortisol de los tres individuos, pero en
especial de Manchas, puesto que éste podía sentir
el olor pero no podía estar en contacto con ella.
También sucedió que Orión comenzó a marcar su
territorio, se le observó orinando en spray repetidas
veces y en diferentes lugares, lo que pudo haber
alterado a Manchas (Rodríguez-Alvarez, 2004).

Sin embargo, se puede observar (Tabla 4) que la
concentración de cortisol en la materia fecal es
mucho mayor en el grupo 1 que en el grupo 2. Este
hecho pudo estar afectado por la edad de los individuos y la composición de los grupos (Tabla 1). En
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T$%/$V$/25e62%7e1,'26'e$%625%$1&,$<&21&e175$&,»1'e&257,62/e1/$608e675$6'e0$7e5,$)e&$/
5e&2g,'$6$17e6<'85$17e/$5e$/,=$&,»1'e/e15,48e&,0,e172$0%,e17$/L26'$72668%5$<$'26&255e6321'e1
$/$608e675$65e&2g,'$6'85$17ee/e15,48e&,0,e172(1/$6&$6,//$6'21'e12$3$5e&e/$&21&e175$&,»1'e
&257,62/6e'e%e$48ee67$e6'e0$6,$'2$/7$<1238'26e58%,&$'$e1/$g5´),&$

Especie
Grupo
Jaguar
1
		
		
		
		
		
		
		
2
		
		
		
		
		
		
		
		
		
		
Puma
3
		
		
		
		
		
		
		
		
4
		
		
		
		
		
		
		
		
		
		

Nº muestra
1
2
3
4
5
6
7
8
9
11
12
14
15
16
17
18
19
20
21
23
24
26
27
28
29
30
31
32
33
35
37
39
40
41
42
43
44
45
46

Absorbancia
0,2182
0,2016
0,2915
0,1871
0,2416
0,1985
0,1977
0,3610
0,4562
0,2964
0,3892
0,3206
0,2624
0,2415
0,2939
0,5579
0,4436
0,3420
0,3141
0,1019
0,0672
0,0661
0,0590
0,1925
0,0714
0,0780
0,0865
0,0976
0,0831
0,0864
0,0716
0,0905
0,1896
0,1544
0,0682
0,0889
0,0920
0,0834
0,0720

Concentración de cortisol (ng/ml)
200
210
120
230
160
230
230
80
44
120
70
94
140
160
120
18
44
88
94
800
———220
————————240
310
—————-
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En cuanto a la gran diferencia que se observa en los
valores obtenidos para el Grupo 2, hay que tener en
cuenta que al recoger la muestra de materia fecal
no se sabía de quién era, por lo que es posible que
los valores más bajos correspondieran todos a uno
de los integrantes de este grupo, pero no es posible asegurarlo. Sin embargo, es posible ver que no
hay un patrón claro de reducción o aumento de la
concentración del cortisol fecal antes y durante el
enriquecimiento ambiental, esto pudo deberse a los
acontecimientos mencionados anteriormente o que
el enriquecimiento propuesto no fue efectivo frente
a este aspecto, como lo reporta Mench (1998), los
estímulos novedosos pueden llegar a causar miedo
y por lo tanto, estrés; sin embargo, al correlacionar
los análisis hormonales con el comportamental,
hace pensar que este no fue el caso, puesto que se
observó una reducción significativa en el tiempo de
inactividad (Rodríguez-Alvarez, 2004).
En lo que se refiere a los pumas, pocas muestras
pudieron ser cuantificadas en cuanto a la concentración de cortisol. Según esto los cuatro individuos
sufren de altos niveles de estrés, pero hay que tener
en cuenta que no se sabe con certeza si la prueba
es válida para esta especie (Figura 6). Según los
resultados obtenidos en el estudio comportamental (Rodríguez-Alvarez, 2004), el enriquecimiento
ambiental no influyó de manera importante sobre
la diferencia de comportamientos desplegados;
en este mismo trabajo se explica que el hecho de
que los cuatro individuos hayan sido mantenidos
en cautiverio desde muy pequeños puede influir en
estos resultados, puesto que de cierta forma podrían estar acostumbrados a un ambiente con pocos
estímulos; sin embargo, sería lógico pensar que esto
causaría niveles de estrés mínimos, pero según los
resultados lo que sucede es lo contrario.

No es posible hacer una comparación, a simple vista, de las posibles variaciones que se presentaran
según el periodo de recolección de la muestra, pero
una explicación posible a este hecho es el miedo
a la novedad (Mench, 1998); puesto que la mayor
parte de sus vidas vivieron en un ambiente poco
complejo, la presencia de estímulos novedosos
puede desencadenar una respuesta de estrés. La
muerte de uno de los integrantes del Grupo 4, durante el desarrollo del trabajo, pudo también haber
influido en estos resultados, debido a disrupciones
sociales (Wasser et al., 2002).

C21&/86,21e6
La medición de cortisol fecal mediante ELISA es
una técnica no invasiva que evita el estrés de los
animales que van a ser monitoreados, teniendo la
ventaja de ser relativamente segura para la persona
encargada de colectar las muestras, como lo describe Gual-Sill et al. (1999). Además de proveer una
medida representativa de la secreción acumulada
de glucocorticoides durante varias horas, como se
reporta en los trabajos de Monfort et al., (1998) y
Turner et al., (2002).
No es posible determinar si el kit de medición de
cortisol (Cortisol ELISA Cat. No: RE 520 61) es válido para la especie Puma concolor, puesto que se
observa una meseta que podría indicar pérdida de
la sensibilidad cuando la dilución de la muestra es
muy alta. Sin embargo, para la especie Panthera
onca, aunque las curvas control y la obtenida para
esta especie no son idénticas, son muy similares y
podría considerarse que este kit de medición de
cortisol es válido.
Los niveles de glucocorticoides se elevan en respuesta a una gran variedad de estresores, incluyendo la falta de alimento, cambios en el hábitat,
enfermedad o cambios sociales (Wasser et al.,
2002). Lo anterior dificulta el análisis de los datos
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obtenidos a partir de las muestras de materia fecal
recolectadas antes y durante el proceso de enriquecimiento ambiental. De esta manera se ve que
los valores del Grupo 1 son más altos que los del
Grupo 2, siendo influidos por una gran variedad de
factores externos.
En cuanto a los resultados de los pumas, las absorbancias fueron muy bajas, imposibilitando la
ubicación de dichos valores sobre la curva control.
Esto indica que la concentración de cortisol en las
muestras es muy alta (mayor de 800 ng/ml, como
se ve en la Tabla 4), lo que pudo haberse debido a
que los individuos fueron mantenidos en cautiverio
desde muy pequeños y por lo tanto están acostumbrados a un ambiente con pocos estímulos, por lo
que el enriquecimiento ambiental desencadenaría
estrés. Lo anterior está de acuerdo con los resultados observados por Mench en 1998.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que el
número de muestras tomadas antes y durante el
enriquecimiento ambiental no son equiparables y
por lo tanto no permiten un análisis estadístico de
las mismas.
Un inconveniente que se presentó en el estudio
fue la incapacidad de reconocer el individuo al
que pertenecía la muestra de materia fecal. Terio
et al. (1999) reportan que para los animales que
habitan juntos, las heces pueden ser diferenciadas

mezclando con el alimento de uno de los animales
un tinte comestible. Como se observa en los datos
del Grupo 2, es necesario hacer la diferenciación
de los individuos, ya que la edad, el sexo y las experiencias previas son factores decisivos en cuanto
al tipo de respuesta que se desencadene frente a
un estímulo (Mench, 1998).
Este estudio sirve de base para resaltar la importancia de medir y evaluar el bienestar de los
animales que se encuentran bajo nuestro cuidado
y presenta una de las formas más útiles y sencillas
para hacerlo, a pesar de que los costos son elevados. En futuras investigaciones se deberá ampliar
el número de individuos y muestras colectadas, con
el fin de obtener resultados más representativos de
las especies. Así mismo, será necesario probar la
técnica con anticuerpos diferentes para elegir el
de mejor desempeño.
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